










can  be maintained, without  affecting  biological  response,  is  crucial  in  producing  robust  printing 
strategies  for  tissue  fabrication. A piezoelectrically  actuated drop‐on‐demand printing  system has 
been used to deposit electrostatically stabilised cells from a human osteosarcoma cell  line (U2OS). 
Experiments were  intended to  investigate the effectiveness of a polyelectrolyte cell encapsulant to 
maintain  cell  dispersion  within  a  bio  ink.  Cells were  coated  with  a  number  of  thicknesses  of  a 
Cationic  Poly‐l‐lysine  (PLL)  encapsulant  and  their  ability  to  release  studied  over  7  days, with  the 
thinner coatings proving to be more favourable. Printing of both coated and uncoated cells indicated 








need  to  be  developed.  Additive  layer manufacturing  (ALM)  is  the  collective  term  that  describes 
production techniques which allow the construction of complex geometries through the assembly of 
2.5D  layers.  The  use  of  digitally  controlled  positioning  systems  to  precisely  deposit  biological 
materials within scaffolds has been the topic of research for two decades. To this end, Bio plotting, 
the process of low temperature extrusion, has allowed researchers to extrude cell rich hydrogels in 
to predetermined  3D  geomiteries1. While  the  low  resolution  grading of  a number of materials  is 
possible within bio plotting type systems, it adds significant complexity to the manufacturing system 





flocculation  of  cell within  bioinks  has  not  been  addressed.  Brownian motion,  a  continuous  time 
stochastic  process,  describes  the  random  motion  of  particles  through  a  liquid  due  to  their 
continuous bombardment  from  the  liquid’s constitutes molecules3. Electrostatic stabilisation using 
polyelectrolyte coatings  is a common method of stabilising colloidal pigment suspensions. Many of 
these  coatings however,  are  cytotoxic  and  thus  inappropriate  for use within  a bio‐ink. A  cationic 
polymer, Poly‐L‐Lyseen (PLL)  is known to be both cell compatible4 and an electrostatic stabiliser5. It 










days  after  they  had  reached  75‐80%  confluence.  The  media  was  aspirated  from  the  confluent 
monolayer and washed with warm  sterile 1X PBS. The monolayer was  incubated with 0.25% w/v 







Cationic PLL  (Sigma) was  first added  in three different concentrations: a) 200 μg, b) 400 μg and c) 
2000 μg of PLL‐FTIC to a 1 mL suspension of U‐2 OS of 2 million count. Cells were incubated with the 






Two  channels  of  a  Jetlab  4  (Microfab  Inc., USA)  single  orifice  piezoelectric  printer were  used  to 
perform  the  printing  experiments.  Droplet  ejection  was  achieved  through  the  actuation  of  the 
piezoelectric material within  the  inkjet head, affected by  the application of a potential difference. 




over a given displacement. Aphelion  (Microfab)  image analysis software was used  to calculate  the 
mean velocity, diameter and therefore the volume of the ejected droplets. Following formulation of 
the two bio‐inks, one containing PLL Coated and one containing Non‐coated U2OS cells, and after a 
15min  transport  from cell culture  to  the printing  laboratory  two 10µl sample droplets were  taken 











Verification  of  the  cell  coating was  obtained  by  florescence microscopy where  the  FITC marker, 
present  within  the  PLL  shell,  fluoresced  green  in  the  presents  of  the  microscopes  ultraviolet 
radiation  source.  Figure 1, provides  a  view of  the  shell  structure at  two days post‐encapsulation, 
showing the adsorption of PLL onto the cell membrane and the formation of an encapsulating shell 







Prior  to  printing  the  10µm  sample  taken  from  the micro  tube  reservoirs  were  viewed  under  a 
microscope to visually assess cell distribution. Figure 2, show the comparative cell distribution of the 







Figure 3,  shows an example of droplet  formation and one  in a  series of  images  from which drop 


















with  an  increase  in  PLL  concentration  during  the  coating  process.  This  phenomenon  could  be 
attributed  to  an  initial  cytotoxic  effect  caused  by  the  high  polymer  concentration  and  coating 
thickness.  This  increase  could  then  be  preventing  the  two  way  permeation  of  vital  metabolic 
chemicals  such  as nutrients  and waist. The pre‐print  contents of  the bio‐ink  cartridges  showed  a 
significant  difference  between  coated  and  non‐coated  cells, with  non‐coated  showing  significant 
flocculation. As flocculants were not visible during bio ink formulation it is believed that aggregation 
occurred in the 15min from formulation in the cell culture facility to arrival at the printing laboratory. 
Conversely,  the  coated  cells  showed  good  distribution  through  the  drop  and  no  evidence  of 
flocculation. Uncoated  cells were  shown  to  block  the  orifice  and  stop  printing  after  10mins.  The 
orifice  blockage  showed  that  a  non‐coated  cell  suspension  would  be  unsuitable  for  prolonged 
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